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固定化脂肪酶催化大豆油制备生物柴油

曾淑华， 周位， 杨江科， 闰云君
(华中科技大学生命科学与技术学院，湖北武汉430074)

摘要：研究了脂肪酶固定化及其催化大豆油制备生物柴油的工艺。采用溶胶一凝胶法对脂肪酶

进行了固定化，考察了固定化酶催化大豆油转酯化的生产工艺中酶用量、醇油比、含水量、反应温

度、反应时间、溶剂等参数对转酯过程的影响。实验结果表明，当大豆油4．5 g时，最佳的反应条件

为：固定化酶646 mg，醇油摩尔比4。1，含水质量分数为6％，40℃，甲酯的最终转化率为

96．33％。

关键词：生物柴油；脂肪酶；固定化；转酯化

中图分类号：TS 225．13 文献标识码：A

Immobilized Lipase Catalyzing Production of Biodiesel

ZENG Shu—hun，ZHOU Wei，YANG Jiang—ke，YAN Yun-jun

(College of Life Science and Technology。Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430074，China)

Abstract：In this manuscript lipase from Pseudomonas cepacia was immobilized in sol—gel matrix

and use to its transesterification of soybean oil with methanol into biodiesel was studied．The

effects of water content，methanol／oil molar ratio，enzyme loading，temperature，organic

solvents and time course on the transesterification were determined．The results showed that the

optimal conditions for transesterification were as follows：soybean oil 4．5 g：temperature 40℃，

4 l 1 methanol／oil molar ratio，6％water content and 646rag immobilized lipase．By combination

with the optimum conditions，a high methyl esters formation(96．33％)was obtained．
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生物柴油是一种可再生并能生物降解的良好

石油替代能源，主要是以动植物油为原料，通过甲

酯化或乙酯化而制备的长链脂肪酸甲酯或乙酯等

酯类物质。与传统的矿物柴油相比，具有闪点高，

润滑性能好，燃烧后不产生硫氧化物、芳香烃、多环

芳烃等大气污染物，可有效减少尾气对环境的污

染[1。23等优点。因此，生物柴油的发展已引起世界

各国的广泛关注。

目前生物柴油的生产方法主要有化学法和酶

法。化学法存在工艺复杂、醇消耗量大，产物不易

回收，环境污染大等缺点口]。而酶法制备生物柴油

具有反应条件温和、醇用量小、产物易收集、对环境

污染小等优点，因而报道日渐增多，但目前还只处

在工艺探索阶段，未见有酶法制备生物柴油投入生
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产实践的报道‘p盯。本文采用自制的固定化酶作为

生物催化剂，以精制大豆油为原料，对酶促酯交换

反应裁备生物綮洼静_工艺进行了磷究，探讨?酶溪

量、醇油比、含水量、反应温度、反应时间、溶剂等因

素对生物柴油转化率的影响。

1材料与方法

1。1实验材料

所有脂肪酶赡予露本Amano公司，精炼大豆

油购于南海油脂工业有限公司，甲醇、正己烷、叔丁

醇、强氢呋嚷均为分析醇，赡于国药集团化学试剂

有限公司；tetramethoxysilane(TMOS)、methyltrei-

methoxysila(MTMS)、氟化钠等其他试剂均为国产

分_柝缝。

1．2仪器

摇床：金坛市新航仪器厂生产；电子天平：梅特

勒一托秘多搜器有限公司产品；气稠色谱仪GC-

9790：温岭福立分析仪器有限公司生产，离心机：

Eppendorf公司产品；旋涡混匀器：Seientificlndus-

tries公司生产。

1．3实验方法

1．3．1脂肪酶的固定化在15 mL faleon tube中

加入200 mg Lipase PS秘2。16 mL Tris-HCl buff-

er(pH 7．0，0．05 mol／L)，混匀，加入200“L NaF

(1 tool／L)、适壤PEG 400和异丙醇，混匀5 min，再

热入2 mmol TMOS纛10 mmol M零MS，将混会物

在混匀器上剧烈震荡5 S，然后轻轻震荡，看到凝胶

颗粒在数秒内形成。将反应物置予空气中，经37℃

干燥后，甏下巍色凝获，麓10 mL Tris—HCI buffer

(pH 7．0，0．05 mol／L)震荡洗涤2 h，除去未固定

上和结合松散的酶，离心，收集上清液，分析得酶的

嚣定亿效率隽9莲％。将黧俸颗粒分别薅10 mL覆

酮、10 mL正己烷洗涤，冻千，置于-20℃保存备用。

1．3．2酶促转酯化合成擞物巢油 在50 mL具塞

锥形瓶孛，蘼入4．5 g大蔻油，适量擎醇程水，一定

量的固定化酶，在摇床转速200 r／rain、一定的温度

条件下，密封振荡反应。定时取出反应液，离心之

后熏予甲酯含爨分析。

1．3．3 气相色谱分析方法取样5肛L，用295弘L

正已烷溶解，加入300|lL内标物(十七碳酸甲酯正

己靛溶液)，混匀，取l鼙乙样品迸群。

1．3．4 GC分析条件 lNN0wAX毛细管桂，30

mm×0．25 mm×0。25 ttm，载气N2，柱{i簦压

0。lMPa，一阶程序升温，温度壶200℃舞到235

℃，升温速率3℃／min，FID检测器，气化室温度

280℃，检测器温度280℃。

I．3．5生物柴油转化率的测定将生物柴油的转

化率定义秀经气摆急谱分析褥到憋虢肪酸甲蘸的

含量／大耍油完全甲酯化后脂肪酸甲酯的含量×

100％。

2结果与讨论

2．1不嗣来源的游离脂肪酶倦化大豆油转酯化的

比较

为了选出转酯活力较高的脂肪酶用乎固定化。

黠表l中Amano公邂的7种不同来源的脂肪酶进

行了转醢实验比较。其初步考察反应体系为4．5 g

大豆油，甲醇793肛L(醇油摩尔比为4；1)，135 mg

游离酶，0。225 g水，摇床转速200 r／min，40℃密封

振荡反应24 h，该条件不是酶催化的最适条件。实

验结果见图1，Lipase PS的转酯效率最高，为

63。24％，骶其毽几种酶的转酯效率都很低，只有虿

分之几。这表瞬Lipase PS在生物柴油的合成过程

中具有很强的应用潜力，因此，对该种酶进行了固

定化，并将其固定纯酶应用子瑟蘧的生物柴油裁备

实验。
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Fig．1 Effect of different free lipases on transesterifica-

tion of soybean OiI

表1用于筛选的7釉脂肪酶

翔k 1 Free iipase tested in the transesterification screening

脂肪酸 来源

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas fluoreseens

Aspergillus niger

andida rugosa

Rhizopus niveus

Penicillium camemberittii

Aspergillus niger
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2．2不同的加酶量对转酯反应的影响

在4．5 g大豆油，甲醇793“L(醇油摩尔比为4
l 1)，0．27 g水，摇床转速200 r／rain，40℃的反应

体系中，加入0～300 mg的游离酶(10％蛋白质含

量)和O～1．5 g的固定化酶(2％蛋白质含量)，反应

24 h后，结果见图2。图2表明，随着酶量的增加，

转化率陡然上升，并且固定化酶催化体系的转化率

上升速率明显高于游离酶催化体系，当体系中Li-

pase PS的质量大于100 mg后，甲酯转化率增长趋

势趋于平缓，其最大值分别为89．81％和70．32％。

参考多种因素，选择加入固定化酶646 mg(相当于

135 mg lipase PS)最为合适。酶经过固定化后转酯

活力明显高于游离酶，该结果与H．Noureddini

等[7]、Mamoru Iso等呻]的研究结果一致。可能的原

因是溶胶前驱体中烷烃基的疏水性与脂肪酶结构

中a螺旋疏水性的侧链发生疏水作用，导致酶的活

性中心的盖子结构被打开[9]，出现界面活化现象，

使酶分子的活性得到提高。另外，酶浓度过大时，

会使酶分子堆积，限制其催化空间，导致比活力下

降。
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图2加酶量对转酯反应的影响

Fig．2 Effect of enzyme loading on transesterificatlon of

soybean On

2．3醇油比对转酯反应的影响

通过预实验发现，采用分3次等摩尔流加甲醇

的反应体系的最终转化率要低于一次性加入甲醇

体系的最终转化率，故选择在一次性加入甲醇的条

件下，比较了4．5 g大豆油，646 mg固定化酶，醇油

摩尔比为3 z 1、4 t 1、5 t 1，含水质量分数为6％，反

应温度40℃的反应体系的甲酯转化率。结果见图

3。从图3可以看出，4：1的反应体系的转化率最

高，其次是3：1的体系，再次是5 t 1的体系。在醇

油摩尔比高于理论摩尔比3 t 1的条件下固定化

Lipase PS能表现出非常高的催化活性，这一结果

与An—Fei Hsu等[10-11]人的研究结果一致。但是过

高的醇油比反过来也会抑制酶的转酯活性，以醇油

摩尔比4。1最合适。

萋
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僻

图3醇油比对转酯反应的影响

Fig．3 Effect of methanol／oil molar ratio 011 transesteri-

flcation

2．4含水量对转酯反应的影响

脂肪酶只有在油一水界面才具有催化活性，因此

水在反应体系中是必不可少，但是过多的水会促进

脂肪酶催化底物水解而不是转酯反应。我们在醇

油摩尔比4；l，摇床转速200 r／min，40℃、反应24

h的条件下，探讨了不同含水量对转酯反应的影响，

结果见图4。从图4可知，在低水环境中脂肪酶的

转酯活力随着含水量的增加而急剧增大，在质量分

数6％(水与油的质量比)时，甲酯转化率达到

89．81％的最大值，随后开始降低。低水环境中不

能充分的形成油一水界面，脂肪酶活性很低，而过多

的水分则会导致脂肪酶催化底物的水解，最适含水

质量分数约为6％。该结果比其他人的研究结果略

为偏高，可能原因是溶胶一凝胶固定化颗粒本身吸收

了部分水份，导致表观上需要更多的水才能充分的

形成油一水界面。
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图4含水量对转醋反应的影响

Fig．4 Effect of water content on transesteriflcation

2．5反应温度对转酯反应的影响

我们在4．5 g大豆油，646 mg固定化酶，醇油
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摩尔比4。l，质量分数为6％含水爨，摇床转速200

r／rain的条件下探讨了不同温度对转酯反应的影

响，爱应24 h蔚，结暴凳图S。麸蚕5霹泼看滋，秘

℃时甲酯转化率最高，约为86．35％。温度过高，脂

肪酶更倾向予催化底物水解[1引，温度更高酶易失

活，从两降低擎酯转化率。

圈5温度对转酯反应的影响

Fig．S Effect of temperature 011 transesteriflcation

2．6反应时间与甲酯转化率的关系

在醇淮摩尔院4；l，S％含承爨，摇床转速200

r／rain，40℃的反应条件下测定了不同时间下的甲

酯转化率，结果见图6。从图6可知，转化率在前12

h急尉士舞，达羁?8。04％，随着上舞缓慢，24 h达

到89．81％，最后趋于平缓，48 h厝达到95．42％，

之后基本无变化，72 h后达到96．33％。
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Fig．6 Time course of the transesterification

2．7有机溶媒对转蘸覆凌的影响

对比了无溶剂体系向溶剂体系对反应的影响，

分别以正己烷、叔丁醇、四氢姨喃为溶剂进行了研

究。结果觅圈?。秩图7可以看出，无溶剂体系酶

转化率最高，其次为四氢呋喃体系，再次为叔丁醇

体系，最后为正已烷体系。结果说暖容剂体系并不

利予Lipase PS催化转蘸反应地进行。目前，剽餍

Lipase PS催化转酯反应的体系基本为无溶剂体

系Cr-ls]。通过预实验发现Lipase PS用甲醇处理

24 h之后酶活无明显变化，并且在较高的醇油比的

条件下转蘸活力毂离(翅凌3所示)，纛纛撬溶剂的

加降低了反应体系中甲醇的浓度，导致底物之间不

能充分接触，从而降低甲酯转化率。同时，无溶剂

体系更淼有利予产物的分离秘缝化。因藏，无溶裁

体系更加适合作为Lipase PS的转酯反应体系。

时间，h

豳7有机溶剂对转醑麓应的影响

Fig．7 Effect of organic∞lvent on transesteriflcation

2．8生物柴油成分分析

产物懿气裰色谱分析结果搦圈8所忝。

?3

4

0 l 2 3 4 5 6 7 S

时间／rain

1．棕榈酸甲酯；2．十七碳酸甲酯l 3．硬脂酸甲酵；4．油酸甲

馥{5．亚油酸甲酯；6．藏黥酸甲酯

蠢S虢觞羧季蘸气褪色灌分耩饔

Fig．8 GC analysis of methyI esters

3 结 论

酶法仑成生物柴油是一种环境友好型、高效的

生物合成工艺催纯过程。本实验研究了溶胶一凝胶

法固定的Lipase PS催化大豆油合成生物柴油的反

应工艺条件。在4。5 g大豆油，646 mg弱定化酶，

793口L节醇(醇油摩尔毙为4 l 1)，0．27 g水，摇床

转速200 r／min，40℃的反应体系中，甲酯的最终转

化率可达到96。33％。此外，鼷定化酶回收方便，在

有机溶莉巾的分散性好，这为瓣法生产生物柴油的

工业化应用奠定了良好的技术基础。
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